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はじめに
本研究では，バフイロマイシンと比較しつつ、主としてプロジギオシン類等の空胞系プロトン
ポンプ阻害剤による，増殖阻害・分化・アポトーシス誘導機構を明らかにするとともに，構造活
性相関より、癌増殖・細胞死誘導の選択的阻害に必須な構造、並びにプロトン輸送阻害機構の解
明を目指した。特に、これまで殆ど注目されてこなかったオートファジーの役割を、体細胞遺伝
学的・分子生物学的に明らかにしようとしたものである。
その結果、以下のことが判明した。
(1)プロジギオシン類は、そのH+/Cl一共輸送活性により各種プロトンポンプを脱共役する、新
規H+/Cl一共輸送活性である。
(2)プロジギオシン類も、バフィロマイシン同様、ヌードマウスに移植した膵癌細胞の増殖を抑
制した。
(3)高度好熱菌V-ATPaseの再構成に成功し、そのATP加水分解・ATP合成・プロトン輸送の各
キネテイクスの特徴を明らかにした。
(4)バフイロマイシン同様、ブロジギオシン類も神経細胞様突起進展(NOG)･アポトーシスを
誘導することを発見した。アポトーシスも、N○Gも、新たなRNA及び蛋白質合成を必要と
し、MAPキナーゼ、セリンースレオニンホスファターゼ、チロシンキナーゼ、チロシンホス
ファターゼ依存性である等、その情報伝達経路は酷似していた。しかしながら、アポトーシ
ス誘導は共にチロシンホスファターゼに非依存性である点で、N○G誘導の情報伝達経路と異
なっていた。
(5)プロジギオシン類によるPC12細胞の増殖抑制・アポトー シス誘導も、NH4Cl，クロロキ
ン、イミダゾール等で全く阻害されないことより、細胞内pH以外の機構によると推察され
た。(6)プロジギオシン類のH+/Cl一共輸送活性には最低2個のピロー ル環の存在が必須であ
ることが明らかになった。
(7)ベラパミルにも弱い活性が見られたものの、H+/Cl一共輸送活性を有する新規化合物は見出
されていない。
(8)タンビヤミン・グルー プのBE-18591もH+/Cl一共輸送活性を示し、冑粘膜プロトンボンプ阻
害、細胞内pH低下、リソソームpH上昇、破骨細胞分化の阻害、免疫細胞の増殖抑制、更に
はN○G誘導やアボトー シス誘導作用を示すことを発見、その多彩な生理作用とH+/Cl一共輸
送活性とが相関していることが示唆された。
(9)しかし、同じH+/Cl一共輸送体でも、テトラピロー ルには増殖阻害・アポトー シス誘導作用
はあるものの、N○G誘導作用はなかった（投稿準備中）。
川同じ<V-ATPase阻害剤であるデストラキシンも、EのみN○G誘導活性を示し、またEの方
がBより増殖阻害作用が強かった。
01)バフイロマイシン類であるコンカナマイシンの光アフイニテイープローブの作成に成功し
た。そのプロトンポンプ阻害活性はやや落ちるものの、遊離のコンカナマイシンによらない
こと、アポトーシスやN○Gを誘導することを明らかにすることが出来た。現在、膜不透過性
坦体がアポトーシスやN○Gを引き起すか、検討中である（投稿準備中）。
02)プロジギオシン以外のH+/Cl一共輸送体がアポトー シス誘導活性持たないことより、H+/Cl-
共輸送活性が細胞増殖阻害の引き金になっていることは考えにくい。
⑬種々 の合成化合物について、H+/Cl一共輸送体として満たすべき構造を検討。
u4)ヌードマウスに移植した膵癌由来細胞に対して、プロジギオシン以外のH+/Cl一共輸送体
も制癌効果を示した（投稿準備中）。
05)3－メチルアデニン（オートファジー阻害剤）は血清非存在下では細胞死を促進したが、血清
存在下では促進しなかったので、PC12細胞やCH○細胞では、アポトーシス誘導がオートフ
ァジー阻害による可能性は低いものと思われる（日本薬学会発表）。
06)GFPタンパク質遺伝子を細胞質やオルガネラ（ミトコンFリアやぺルオキシソーム）に導入
（それぞれに特有の移行シグナルを有するGFPを利用）したCH○細胞を作成した。フローサ
イトメトリーにより栄養畿餓状態でGFPを分解できないオートファジー突然変異体を、その
蛍光を指標として生化学的・細胞生物学的に単離する方法の確立に向けて条件検討を行って
いる。
07)オートファジー関連遺伝子のヒトホモローグをHeLa細胞より単離することに成功した。ま
た、アポトーシスに伴う動態検討と、ドミナント・ネガティブ体のトランスフェクタントの
作成にも成功した。現在そのCHOトランスフェクタントを用い、動物細胞オートファジーに
おける機能を、フローサイトメトリー等を用いて検討している。今後、（毒素等を利用し
た）細胞生存率と、強制発現させたGFP蛋白質の分解異常を指標として、動物細胞のオート
ファジー変異体を選択する予定である。
⑱オートファジーに伴って発現量の変動する遺伝子・蛋白質を、デイファレンシャイルサブト
ラクション法とMultipohoreⅡ二次元電気泳動とで複数検出した。
09)CH○細胞のぺルオキシソームをベザフイブレートにより誘導することに成功した。更にその
分解が、3－メチルアデニンやウォルトマンニン等の各種阻害剤によって阻害されることを、
GFP標識したぺルオキシソームを有するCH○細胞を用いて明らかにした。
剛リソソーム膜融合反応に必要なシンタキシン・ホモローグの単離・同定には成功している
が、それがオートファゴソームとリソソームの膜融合に必須であるか否かは決定出来ていな
い。
平成14年3月
金沢大学薬学部
教授大熊勝治
研究発表
ア学会誌等
学術論文
1．
2。
3．
4．
声
0．
6．
7。
8．
9．
10．
Yokoyama,K.,Fukumoto,K､,Murakami,T.,Harada,S.,Hosono,R｡,Wadhwa,R､，
Mitsui,Y.,andOhkuma,S.,ExtendedlongevityofC｡elegansbyknockinginextra
copiesofhsp70F,ahomologueofmot-2(mortalin)/mthsp70/Grp75,FEBSLett.in
press(2002).
K.Arai,S.Ohkuma,T.Matsukawa,andS・Kato,A.,Simpleestimationof
peroxisomaldegradationwithgreenfluorescentprotein-anappmcationfOrcell
cycleanalysis,FEBSZett.507,181-186(2001).
石崎純子,横川弘一,大熊勝治,市村藤雄宮本謙一,塩基性薬物の脂溶性に基づく細胞内分
布機構に関する研究,YAKUGAKUZASSHI121,557-565(2001)
Matsuya,H.,Okamoto,M｡,Ochi,To,Nishikawa,A､,Shimizu,S.,Kataoka,T.,Nagai,
K｡,Wasserman,H.H｡,andOhkuma,S.,Reversibleandpotentuncouplingofhog
gastric(H++K+)一ATPasebyprodigiosins. Biochem.Pharmacol.60,1855-1863
(2000)．
Ishizaki,J.,Yokogawa,Ko,Ichimura,F.,Ohkuma,S.,Uptakeofimipraminemrat
mverlysosomesinvi"℃anditsinhibitionbybasicdrugs. .ZFY1armacol.Exp".
Therapeut.293,1088-1098(2000).
Ememr,A,Ohta,T｡,Yachie,A.,Fushida,S.,Ninormya,I｡,Nishimura,G｡－I.,
Yanlarnoto,M.,Ohkuma,S.,andMi］"a,K.,N-ethylnlaleimide-enhanced
phosphatidylserineexternalizationofhumanpancreaticcancercellsandimmediate
phosphatidylserine-mediatedphagocytosisbymacrophages.lhtern..ZOncol.16,
1111-1116(2000)．
○tani,H.,Yamamura,T.,Nakao,Y.,Hattori,R｡,Fujii,H.,Ninomiya,H.,Kido,M.,
Kawaguchi,H.,Osako,M.,Imamura,H.,Ohta,T.,andOhkuma,S.,VacuolarH+-
AfIPaseplaysacrucialroleingrowthandphenotypicmodulationofmyofibroblasts
inculturedhumansaphenousvein｡Cir℃ujationlO2(19Suppl3),III269-74(2000).
Otani,H.,Ohmiya,H｡,FUjii,H.,Ninomiya,H.,Kido,M.,Kawaguchi,H.,Osako,M,
Inlamura,H､,Ohta,T.,andOhkuma,S.,PotentialroleofvacuolarH+-AfIPasein
neointimalfOrmationinculturedhurnansaphenousvein..XTholac.Carてiiovasc.Sur｡
119，998－1007(2000)．
Yokoyama,K.,Ohkuma,S.,Taguchi,H｡,Yasunaga,T.,Wakabayashi,T､,and
Yishida,M.,V-typeATPase/synthasefrom ThermusthermOphilus,subunit
structureandoperon.XBiol.Chem.275,13955-13961(2000)｡
○hta,T.,'Ibjima,H.,Yachie,A.,Yokoyama,K.,Ememr,A､,Fushida,S.,Kitagawa,
H､,Kayahara,M.,Nishimura,Ge.,Miwa,K.,Yamamoto,M.,Terada,T､,and
○hkurna,S､,Activatedlansoprazoleinhibitscancercenadhesiontoextracenular
matrixcomponents.Imern.JIOncol.15,33-39(1999).
イロ頭発表
海外および国際学会発表状況
1． Yokoyama,K.,Yasunaga,T.,Wakabayashi,T､,andOhkuma,S.
VざⅣpeATPase/synthasefromTY1ermusthermOphilus
11thEuropeanBioenergeticsConference,UniversityofSussex,UK.,2000.9.
国内学会
1．
2．
3．
4．
5．
6．
7．
8．
9．
谷垣佳司、占紅、内田和典、大熊勝治
Hel_a細胞に対するBafilomycinA1の作用
日本薬学会第122回大会（千葉）、2002.3.
ZongZhan,Ken,Yokoyarna,KeりiTanigaki,HajimeOtani,HiroshiYarnamoto,
○hkurna
CellproHferationandV-ATPase
日本薬学会第122回大会（千葉）、2002.3.
大熊勝治、中西珠栄、横山謙、谷垣佳司
酵母APG5及びAPG6のヒトホモログの単離とCHO細胞を用いたその生理機能の解析
第54回日本細胞生物学会大会（岐阜）、2001.5.
荒井國三，大熊勝治，松川通，加藤聖，今中常雄
ぺルオキシソームのオートファジーによる分解
第73回日本生化学会大会（横浜）、2000.10.
横山謙,大熊勝治吉田賢右
V-ATPaseの回転について
第73回日本生化学会大会（横浜）、2000.10.
荒井國三,大熊勝治,清水栄,松川通,加藤聖
CH○細胞におけるぺルオキシソームの誘導と分解
日本薬学会第120回（岐阜）、2000.3.
谷垣佳司,西川あさ子,濱口景子,三原裕美,大熊勝治
V-AflPase阻害剤によるPC12細胞の分化・細胞死とオートファジー
曰本薬学会第120回（岐阜）、2000.3.
谷垣佳司,西川あさ子,濱口景子,三原裕美,大熊勝治
V-ATPase阻害剤によるPC12細胞の分化・細胞死とオートフアジー
曰本薬学会第120回（岐阜）、2000.3.
谷垣佳司,西川あさ子,濱口景子,三原裕美,大熊勝治
V-ATPase阻害剤によるPC12細胞の分化・細胞死とオートファジー
曰本薬学会第120年回（岐阜）、2000.3.
ShOji
10.伊与田涼、谷垣佳司、全理恵、大熊勝治
プロジギオシン類似物質の構造活性相関
第72回日本生化学会大会（横浜）、1999.10.
11．西川あさ子,谷垣佳司,佐藤友彦大熊勝治
新規H+/Cl-Syrnporterプロジギオシン類による神経突起進展作用
日本薬学会第119年回（徳島）、1999.3.
12．越智隆洋、西川あさ子、谷垣佳司、佐藤友彦、大熊勝治、永井和夫、川島博行
新規H+/Cl-Symporter"BE-18591''の多彩な生物活性
日本薬学会第119年回（徳島）、1999.3.
ウ出版物
1．
2．
大熊勝治
化学と生物実験ライン49細胞生物学実験法一Ⅱ細胞観察法
編著、廣川書店、116頁
平成14年3月25日
大熊勝治
化学と生物実験ライン43細胞生物学実験法-I.細胞培養法
編著、廣川書店、154頁
平成11年6月S0日
